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 本論文内では、以下の略語を用いた。  
略記  英語表記  日本語表記  
ADH Arginine dihydrolase  アルギニンジヒドロラー
ゼ 
A. fumigatus  Aspergillus fumigatus  アスペルギルス・フミガ
タス 
B. cereus Bacillus cereus バチルス・セレウス  
BLAST  Blast Local Alignment 
Search Tool  
ブラスト  
B. sporothermodurans  Bacillus sporothermodurans  バチルス・スポローサー
モデュランズ  
B. subtilis Bacillus subtilis バチルス・サブチリス  




CIT  Citric acid  クエン酸回路の利用性  
GC Gas chromatography ガスクロマトグラフィー
分析 
GEL Gelatinase  ゼラチナーゼ  




H2S  Hydrogen sulfide  硫化水素  
IND  Indole  インドール  
LD50  Lethal dose, 50%  半数致死量  
LDC  Lysine decarboxylase  リシンデカルボキシラー
ゼ  









NIT  Nitrate  硝酸塩還元  
ODC Ornithine decarboxylase  オルニチンカルボキシラ
ーゼ  
ONGP  β-Galactosidases  β -ガラクトシダーゼ  
PD Potato dextrose  ポテトデキストロース  
PDA  Potato dextrose agar  ポテトデキストロース寒
天  
PDMS  Polydimethylsiloxane  ポリジメチルシロキサン  
PTFE  Polytetrafluoroethylene  ポリテトラフルオロエチ
レン  
P. expansum  Penicillium expansum  ペニシリウム・エクスパ
ンサム  
SA  Standard agar  標準寒天  
SD  Semantic differential  セマンティック・ディフ
ァレンシャル法  
SDGs Sustainable development 
goals 
持続可能な開発目標  
SDS  Sodium dodecyl sulfate  ドデシル硫酸ナトリウム  
SIM  Selected-ion monitoring  選択イオンモニタリング  
SPME  Solid-phase microextraction  固相マイクロ抽出  
T. cutaneum  Trichosporon cutaneum  トリコスポロン・クタネ
ウム 
TDA  Tryptophan deaminase  トリプトファンデアミナ
ーゼ 
TIC  Total ion chromatogram  全イオンクロマトグラム  
URE  Urease  ウレアーゼ  











































Bacillus 属には 50 菌種ほどあり、Bacillus cereus（以下、B. cereus）や
Bacillus subtilis（以下、B. subtilis）といった幾つかの菌種グループに分
類され、多くは非病原性を示す。医学上の病原微生物に分類される
Bacillus anthracis（炭疽菌）と B. cereus（セレウス菌）は B. cereus の
菌種グループに含まれる［14, 15］。身近な Bacillus 属の非病原性の有
用細菌としては、古くから日本人の食生活と密接に関わってきた納豆











































































Bacillus 属に属する TM-I-3 株が非接触状態において一部の真菌に対し




や急性経口毒性試験を行い TM-I-3 株の安全性の確認を行った。  
第 2 章では、TM-I-3 株の接触抗真菌作用の有無の確認を寒天拡散
法に準じて行った。さらに TM-I-3 株の非接触抗真菌作用が有効な真
菌の探索および同属の B. subtilis 株との比較を行うことにより、本菌
の非接触抗真菌作用の評価を行った。  
第 3 章では、非接触抗菌作用のメカニズムを明らかにするため、
TM-I-3 株と B. subtilis 株の揮散する成分をそれぞれ捕集し Gas 
chromatography/mass spectrometry (以下、GC/MS)を用いて定性分析及











































のみをそれぞれヒツジ血液寒天培地  (Becton Dickinson and Company, 
Tokyo, Japan) (Table 1-2) に塗り広げ、溶血性の有無を確認した。これ
により溶血性を持たないと推定された芽胞形成菌を複数得た。 
共同研究先の有限会社T.Mエンタープライズは、これらの菌株を以
下の手順でMatrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) 微生物
同定解析を実施した。菌株をターゲットスライドに塗布し、VITEK 
MS-CHCA matrix試薬  (bioMérieux, Lyon, France) を1 μL滴下した。試
料が乾燥したのち、ターゲットスライドをセットし、VITEK MSTM 
plus (bioMérieux) にて分析を行った。分析結果をVITEK MSTM  






Table 1-1 Nutrient agar (Nissui) 
 
Ingredients  g/L 
Meat extract   5.0 
Peptone 10.0 
Sodium chloride  5.0 










Table 1-2 TSA II 5% sheep blood agar M (Becton, Dickson and Company) 
 
Ingredients  g/L 
Pancreatic digest of casein  14.5 
Papanic digest of soybean meal  5.0 
Sodium chloride  5.0 
Growth factors  1.5 
Defibrinated sheep blood  5% 





培地は、普通液体培地 (Oxoid, Hampshire, UK) (Table 1-3) を用いた。
供試験株は -80  °C 凍結保存ストック内の TM-I-3 株の菌液を用いて
30 °C で 48 時間好気的条件下の培養を行い、その後実験に使用した。
また 1.1.6 及び 1.1.7 においては同条件で BDTM Tryptic Soy Broth 
(Bection, Dickson and Company, Maryland, USA) (Table 1-4) で振盪培養
(150 rpm) した培養液を用いた。 
 
Table 1-3 Nutrient agar (Oxoid) 
 
Ingredients  g/L 
`Lab-Lemco’powder  1.0 
Yeast extract  2.0 
Peptone 5.0 
Sodium chloride  5.0 
Agar  15.0 
pH 7.4±0.2 at 25 °C 
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Table 1-4 BDTM Tryptic Soy Broth (Becton Dickinson and Company) 
 
Ingredients  g/L 
BactoTM tryptone  17.0 
Bacto soytone  3.0 
Glucose 2.5 
Sodium chloride  5.0 
Dipotassium hydrogen phosphate  2.5 




有限会社 T.M エンタープライズは、TM-I-3 株菌の同定のため 16S 
rDNA 塩基配列・分子系統解析を各プロトコールに基づき行った。DNA
は achromopeptidase (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corp., Osaka, Japan) 
により抽出し、PrimeSTAR HS DNA Polymerase (Takara Bio Inc., Shiga, 
Japan) を用いて PCR により増幅した。この際、使用したプライマーは
9F と 1510R であった。精製された DNA を BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA, USA) を用いてサイクルシーク
エンス法を行った。この際、使用したプライマーは、9F、785F、1099F、
536R、802R、1510R であった。DNA 断片を ABI PRISM 3130xl Genetic 
Analyzer System (Applied Biosystems) によって電気泳動し ChromasPro 
1.7 sequencing software (Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Australia)  によ
り配列を決定した。この塩基配列を、最も近縁な微生物の 16S rRNA 遺
伝子配列の代表と比較し、TM-I-3 株の簡易分子系統樹を微生物同定用
DNA データベース DB-BA 10.0 (Techno Suruga Laboratory, Shizuoka, 
Japan) と国際塩基配列データベース  (DDBJ/GenBank/EMBL) から近






TM-I-3 株の形態学的な特徴を決定するため、グラム染色 (Nissui 







の酸化／発酵 (O/F) の試験を行った。 
生 化 学 的 性 状 を 解 析 す る た め 以 下 の 手 順 で API 50 CHB kit  
(bioMérieux) 及び API 20 E kit (bioMérieux) を用いた。普通寒天培地に
て TM-I-3 株を 30 °C で 18 時間培養し、コロニーを数個釣菌した。そ
れぞれ API 50 CHB の液体培地のアンプル及び 0.85% 滅菌生理食塩水
のアンプルに懸濁し、マクファーランド濁度 2 になるように菌液を調
製した。調製した菌液をプレートのチューブ部分に接種し、30 °C で 24




また API 20 E においては各添加試薬を読み取り時に添加した［45］。
化学的性状の検査項目については Table 1-6 および Table1-7 に結果と














チ熱があげられ、Clostridium perfringerns や Streptococcus pyogenes、尿




1.1.2 に記した TM-I-3 株の培養液を白金耳でヒツジ血液寒天培地









①  検体 




②  試験動物 
毒性試験や薬理学的試験に広く用いられており毒性物質に感受性の
高い時期である 5 週齢の ICR 系雌マウス  (Japan SLC, Inc., Shizuoka, 
Japan) を購入した。約 1 週間の予備飼育を行って一般状態に異常のな
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いことを確認した後、試験に使用した。試験動物はポリカーボネート
製ゲージに各 5 匹収容し、室温 23 °C ± 3 °C、照明時間 12 時間／日と
した飼育室において飼育した。飼料  (Nosan Corporation, Yokohama, 
Japan) および飲料水 (水道水) は自由摂取させた。 
 
③  試験方法 
OECD Guideline for Testing of Chimicals 420［51］に準拠し、投与容
量として 20 mL/kg を投与する試験群及び対照品を投与する対照群を
設定し、各群につき雌マウス 5 匹を用いた。投与前に約 4 時間試験動
物を絶食させた。体重を測定した後、試験群には TM-I-3 株の培養液、
対象群には菌の入っていない培養液をそれぞれ 20 mL/kg の投与容量
で胃ゾンデを用いて強制単回経口投与した。観察期間は 14 日間とし、
投与日は頻回、翌日から 1 日 1 回の観察を行った。投与後 7 及び 14 日
に体重を測定し、Levene 検定を行った。分散に差がみられなかったた





















Fig. 1-1 で示すように、微生物同定用 DNA データベース DB-BA 
10.0 と Blast Local Alignment Search Tool  (BLAST) 相同性検索の結
果、TM-I-3 株の 16S rDNA 塩基配列は Bacillus 属の 16S rDNA 塩基配
列に対し高い相同性を示した。  
Bacillus sporothermodurans (B. sporothermodurans) M215 株は、全ゲ
ノム配列中に 3 つの配列の異なる 16S rDNA 遺伝子領域を有すること
が報告されており、それぞれ Type1 (U49078)、Type2 (U49079)、Type3 
(U49080)と分類されている［52］。ここで TM-I-3 株の 16S rDNA 塩基
配列は B. sporothermodurans  M215 株の 3 つのアクセッション番号 
(U49078, U49079, U49080) に対し相同率 99.1%～99.3%の最も高い相
同性を示した。国際塩基配列データベース  (DDBJ/GenBank/EMBL) 
に対する相同性検索の結果についても TM-I-3 株は Bacillus 属の 16S 
rDNA 塩基配列に対して高い相同性を示し、基準株では B. 
sporothermodurans の M215 株の 3 つのアクセッション番号 
(NR_026010, NR_118832, NR_118833) に対し相同率 99.1%～99.3%の
最も高い相同性を示した。  
これより微生物同定用 DNA データベース DB-BA 10.0 に対する相同
性検索で得られた上位 15 塩基配列を用いた 16S rDNA 塩基配列に基
づく簡易分子系統解析を行った結果、TM-I-3 株は Bacillus 属で構成さ
れるクラスターおいて、B. sporothermodurans M215 株の 3 つのアクセ
ッション番号 (U49078, U49079, U49080) で構成されるクラスターは
含まれていたものの、いずれの配列とも異なる分子系統学的位置を示
していた。Fig.1-2 に示す通り、B. sporothermodurans  M215 株の 3 つ
のアクセッション番号 (U49078, U49079, U49080)の TM-I-3 株に対す
るシークエンスの主な相違点は共通して 250 bp 以下の領域  (超可変領
域 V1～V2) に発現していることが明らかになった。また 900 bp~1100 
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bp の領域（超可変領域 V6~V7）にも相違点が確認された。  
 
1.2.2 形態学的・生理学的・生化学的特徴  
  










の結果は Table 1-8 に示すように、検体は嫌気条件下では生育せず、
20°C および 50°C で生育し、5% NaCl 環境下でも生育し、カゼインお
よびでんぷんを加水分解しなかった。これらの性状は、 16S rDNA 塩
基配列解析において近縁性が示唆された B. sporothermodurans M215
株の性状と類似点が多く見られたが、相違点も確認された。特に D-
グルコース、D-フルクトース、サリシンおよびセロビオースの 4 種類
の糖を酸化する点やゼラチンを加水分解する点は B.sporothermodurans  
M215 株の性状と異った［53］。  
 
1.2.3 安全性  
 
遺伝的解析より得られた Fig. 1-1 の系統樹から TM-I-3 株の種レベ






またヒツジ寒天培地を用いた溶血性試験の結果は Fig. 1-4 に示すよ
うに、陽性対照の培地上のコロニー周辺には黄色に発色した溶血環が
認められた。しかしながら、TM-I-3 株のコロニー周辺には溶血環は
観察されなかった。これより、TM-I-3 株は溶血陰性と判定した。  
急性経口毒性試験に関しては、いずれの投与群においても、観察期
間中に死亡例や異常は認められなかった。また Table 1-9 に示すよう











































Fig. 1-1 Phylogenetic relationship of TM-I-3, which was isolated from soil 
in Nagasaki, Japan and analyzed by partial 16S rDNA gene 




















Fig. 1-2 Aligned sequences of three 16S rRNA gene types of B. 
sporothermodurans M215. The red lines and blue ones show the 
differences compared to aligned sequences of TM-I-3 and 













(a)  B. sporothermodurans  M215 Type1 (U49078)  
(b)  B. sporothermodurans  M215 Type2 (U49079)  





















Table 1-5 Bacteriological properties of TM-I-3 
 
Test  TM-I-3 




Gram stainability + 









Medium Nutrient agar 
Culture time 24 h 
Diameter 1.0-2.0 mm 






37 °C   + 
45 °C   + 
Catalase reaction   + 
Oxdase reaction   + 
Acid and/or gas production from glucose test  -/- 
Oxidative-fermentation glucose test  -/- 
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Substrate  Substrate  Substrate  
N-Acetylglucosamine  + D-Galactose  - Sorbose  - 
Arbutin + Gluconate  - Starch  - 
Cellobiose  + Glycerol  - Trehalose  - 
Esclin  + Glycogen  - D-Turanose  - 
D-Fructose  + Inositol  - Xylitol  - 
Gentiobiose  + Inulin  - D-Xylose  - 
D-Glucose  + 2-Ketogluconate  - L-Xylose  - 
Maltose  + 5-Ketogluconate  -   
D-Ribose  + Lactose  -   
Salicin  + D-Lyxose  -   
D-Tagatose  + Mannitol  -   
Adonitol  - Mannose  -   
Amygdalin  - Melezitose  -   
D-Arabinose  - Melibiose  -   
L-Arabinose  - α - Methyl- D -annos ide  -   
D-Arabitol  - α - Methyl- D -glucoside  -   
L-Arabitol  - β-Methyl-xylose  -   
Dulcitol  - Raffinose  -   
Erythritol  - Rhamnose  -   
D-Fucose  - Saccharose  -   
L-Fucose  - Sorbitol  -   
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ADH: Arginine dihydrolase , CIT: Citric acid, GEL: Gelatinase,   
H2S: Hydrogen sulfide, IND: Indole, LDC: Lysine decarboxylase,   
NIT: Nitrate, ODC: Ornithine decarboxylase,  ONPG: β-Galactosidases,   






Substrate   




IND**  - 






































Test  TM-I-3 
Growth under anaerobic conditions - 
Growth on 5% NaCl   + 
Growth temperature 
20 °C   + 
50 °C   + 
Hydrolysis of casein - 
Hydrolysis of starch - 
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Fig. 1-4 The results of the hemolysis test using sheep blood agar. The 
yellow part around colonies indicated hemolysis.  
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Table 1-9 Mice body weight changes following oral administration with  
TM-I-3 broth or vehicle. The weight represented the mean±S.D. 




























After administration  
7d 14d 
Test group 28.0±1.9 (5) 30.7±2.1 (5) 33.0±2.9 (5) 











その結果、遺伝子解析においては、16S rDNA 塩基配列解析から TM-
I-3 株は B. sporothermodurans への近縁性が示唆されたものの、両者は
完全には一致せず、また生理・生化学的試験においても両者の間には
相 違 が 認 め ら れ た 。 こ れ よ り 、 現 段 階 で は TM-I-3 株 は B. 
sporothermodurans に帰属すると判断することは難しいと考え、 B. 
sporothermodurans に近縁な Bacillus 属と推定された。すなわち TM-I-3





雌では 20 mL/kg（約 2.0×104 mg/kg）を超えるものと評価された。一般
的に嘔吐型食中毒を引き起こす菌として知られる Bacillus 属の B. 
cereus 株毒素の LD50 は約 4.0×10 -5  mg/kg から約 8.0×10 -5 mg/kg とされ
ている［55］。一方、非病原菌として報告されており豚・鶏用の飼料添
加物として利用されている Bacillus 属の B. subtilis JA-ZK 株培養液の































TM-I-3 株を普通液体培地 (Table 2-1) にて 32°C で 24～48 時間振盪
培養した微生物培地を作製し、滅菌済みのパーライト粉末に含浸させ
たものを供試験資材とした。また同属の B. subtilis 株を普通液体培地  
(Table 2-1) にて 32°C で 24～48 時間振盪培養した微生物培地を作製
し、滅菌済みのパーライト粉末に含浸させたものを陰性対照とした。  
被験真菌として、Aspergillus fumigatus (A. fumigatus; NITE Biological 
Resource Center [NBRC] 33022) 、 Cladosporium cladosporioides (C. 
cladsporioides ; NBRC 6348)、Penicillium expansum (P. expansum; NBRC 






Table 2-1 Nutrient broth 
 
Ingredients  g/L  
Meat extract  5.0 
Peptone 10.0 
Sodium chloride  5.0 
pH 7.0±  
 
2.1.2 培地及び胞子懸濁液の作製  
 
 培地は、供試験資材用として標準寒天培地  (SA 培地) (Nissui Co., 
Ltd) (Table 2-2)、各被験真菌用としてポテトデキストロース寒天培地  
(PDA 培地 ) (Nissui Co., Ltd) (Table 2-3)を用いた。  
 胞子懸濁液の作製については、まず各被験真菌を PDA 培地にて 27°C
で 1 週間～2 週間培養した。各被験真菌を培養した PDA 培地上に 15 
mL の 0.01% ドデシル硫酸ナトリウム  (SDS) (FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corp.) を含む滅菌生理食塩水を入れて 2 分間室温にて放置し
た。その後、コンラージ棒で真菌コロニーの表面をこすり胞子を浮遊
させた。得られた真菌液を滅菌脱脂綿にて濾過し、1.0×105～1.0×106 












Table 2-2 Standard method agar (Nissui) 
 
Ingredients  g/L  
Yeast extract  2.5 
Peptone 5.0 
Glucose 1.0 
Agar  15.0 
pH 7.0±  
 
Table 2-3 Potato dextrose agar (Nissui) 
 
Ingredients  g/L  
Potato extract  3.9 
Glucose 21.0 
Agar  14.1 
pH 5.6±0.2 
 
2.1.3 接触抗真菌試験 (寒天拡散法) 
  
4 種類の被験真菌 100 μL をそれぞれ塗り広げた PDA 培地の中央に
滅菌済みのペーパーディスク (直径 13 mm) (GE Healthcare UK Ltd, 
Buckinghamshire, UK) を置いた。これらのペーパーディスクの上に数
滴の滅菌水を垂らして湿らせた後、32°C で一晩恒温した供試験資材で
ある TM-I-3 株含浸パーライト粉末 0.01 g を乗せた。陰性対照として
32°C で一晩恒温した B. subtilis 株含浸パーライト粉末 0.01 g を湿らせ
たペーパーディスクの上に乗せたシャーレ、ブランクとして滅菌済み
パーライト粉末 0.01 g を湿らせたペーパーディスクの上に乗せたシャ
ーレを用意した。これらのシャーレを 27°C で 7 日間した培養した。7
日後にそれぞれの被験真菌に対する阻止円の 3 連の直径を Foxit 
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Reader® (Foxit Japan, Inc., Tokyo, Japan) を用いて測定し、平均値と標
準偏差を求めた。 
 
2.1.4 9.5 L の密閉箱を使用した非接触抗真菌試験  
  
供試験資材である TM-I-3 株含浸パーライト粉末 1.5 g を SA 培地に
乗せたシャーレを 32°C で一晩培養した。また 4 種類の被験真菌 100 μL
をそれぞれ塗り広げた PDA 培地を用意した。プラスチック製の密閉箱
（幅 18.0×奥行 27.0×高さ 20.0 cm; 9.5 L）の内側の底に Fig. 2-1 のよう
に恒温した TM-I-3 株含浸パーライト粉末を乗せた SA 培地を設置し、
密閉箱の天井の蓋の裏に用意した PDA 培地を逆さに強力両面テープ
で固定した。陰性対照として B. subtilis 株含浸パーライト粉末 1.5 g、
ブランクとして滅菌済みパーライト粉末 1.5 g を SA 培地に乗せたシャ
ーレを 32°C で一晩培養したものを使用し、同様の実験系を組み立て
た。これらの密閉箱を 27°C で 7 日間培養した。7 日後にそれぞれの被
験真菌の 3 連のコロニーの面積を Foxit Reader® (Foxit Japan, Inc.) を
用いて測定し Levene 検定を行った。統計手順に従い［ 57］、 C. 
cladosporioides を除く各被験真菌のコロニー面積は Dunnett 検定によ
り多重比較を行った。また、C. cladosporioides のコロニー面積に関し
ては、Steel 検定より多重比較を行った。  
 さらに、3 連のコロニーの面積の平均値を用いて (1)の式から TM-I-3











Fig. 2-1 Structure of the experimental equipment using 9.5 L plastic box, 
used to measure antifungal activity without direct contact with the 
subject. 
 
2.1.5 125 L の密閉箱を使用した非接触抗真菌試験  
  
供試験資材である TM-I-3 株含浸パーライト粉末 1.0 g を SA 培地に
乗せたものを 1 つの箱に対して 2 つずつ用意し、32°C で一晩培養し
た。また 2.1.2 で作製した A. fumigatus  と C. cladosporioides の 2 種類
の被験真菌の胞子懸濁液をそれぞれ 200~300 CFU/mL の濃度に調製し、
それら 100 μL を塗り広げた PDA 培地を用意した。今回は実験装置の
脆弱性の都合から、プラスチック製の密閉箱（幅 50×奥行 50×高さ 50 
cm;125 L）の内側の底に Fig.2-2 のように培養した TM-I-3 株含浸パー
ライト粉末を乗せた 2 つの SA 培地と PDA 培地を配置し両面テープで
固定した。ブランクとして、PDA 培地のみを設置した実験系を組み立
てた。これらの密閉箱を 27°C で 5 日間培養した。5 日後にそれぞれの
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被験真菌の 3 連のコロニーの面積を Foxit Reader® (Foxit Japan, Inc.)  
を用いて測定し Levene 検定を行った。各被験真菌のコロニー面積の分
散に差がみられなかったため、Student の t 検定により群間の比較を行
った。 
 さらに、3 連のコロニーの面積の平均値を用いて (1)の式から TM-I-3









































Fig. 2-2 Structure of the experimental equipment using 125 L plastic box, 






2.2.1 TM-I-3 株の接触抗真菌作用 
  
寒天拡散法を参考にし、A. fumigatus、C. cladosporioides、P. 
expansum、T. cutaneum の 4 種類の被験真菌に対する TM-I-3 株の接触
抗真菌作用の評価を行った。 
Fig. 2-3 は接触抗真菌試験結果のデジタル写真、Table 2-4 はブラン
クである未含浸パーライトと供試験資材である TM-I-3 株を含浸させ
たパーライト及び陰性対照である B. subtilis 株含浸パーライト粉末を
それぞれ共存させた PDA 培地上の各被験真菌に対する阻止円を比較
した表である。 
Fig. 2-3 のデジタル写真と Table 2-4 から各被験真菌はブランクまた
は供試験資材である TM-I-3 株と共存させた群に関しては、PDA 培地
上にほぼ満遍なくコロニーが確認され、阻止円は観察されなかった。
一方、陰性対照である B. subtilis 株含浸パーライト粉末を乗せた群は
A. fumigatus を除く 3 種類の被験真菌に対してペーパーディスクの周
囲に阻止円を示した。特に、C. cladosporioides と T. cutaneum に対し
て大きい阻止円を示した。  
 
2.2.2 9.5 L の密閉箱を使用した TM-I-3 株の非接触抗真菌作用  
  
9.5 L の密閉箱を使用し、TM-I-3 株の非接触抗真菌作用について検
討した。  
Fig. 2-4 は非接触抗真菌試験結果のデジタル写真、Fig. 2-5 はブラン
クである未含浸パーライトと供試験資材である TM-I-3 株を含浸させ
たパーライト、そして陰性対照である B. subtilis 株を含浸させたパー
ライトをそれぞれ共存させた PDA 培地上の各被験真菌のコロニー面
積を比較したグラフである。  
Fig. 2-4 のデジタル写真から、ブランクと共存させた群では PDA 培
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地上に全ての被験真菌のコロニーが満遍なく広がる様子が肉眼で確認
できた。また B. subtilis 株を含浸させたパーライトを共存させた群に
おいても T. cutaneum 以外は各被験真菌のコロニーが満遍なく広がる
様子が肉眼で確認できた。T. cutaneum に関しては、微小なコロニー
が PDA 培地上に広がっていた。TM-I-3 株と共存させた群では A. 
fumigatus 以外コロニーが確認できなかった、または微小なコロニー
のみが観察された。A. fumigatus に関しては、複数の小さなコロニー
が PDA 培地上の中心のみに観察された。  
Fig. 2-5 (a) 、 (b)、  (c) の各被験真菌のコロニー面積を比較したグ
ラフが示すように、A. fumigatus、  C. cladosporioides、  P. expansum
においてはブランクの群と TM-I-3 株の群で有意な差が見られた (d.f. 
= 2, p < 0.05) 。一方、ブランクの群と B. subtilis 株の群で有意な差は
見られなかった (d.f. = 2, p ≥ 0.05) 。T. cutaneum の結果において
は、Fig. 2-5 (d) より、ブランクの群と TM-I-3 株の群およびブランク
の群と B. subtilis 株の群で有意な差が見られた (d.f. = 2, p < 0.05) 。 
また、Table 2-5 より、TM-I-3 株の各被験真菌の抑制率は A. 
fumigatus を除き 90%以上であり、A. fumigatus に関しても抑制率
88.2%と比較的大きい数値であった。一方、B. subtilis 株の被験真菌の
抑制率は C. cladosporioides および P. expansum に関しては、ほぼ抑制
率が 0%に近かった。加えて B. subtilis 株の A. fumigatus に対する抑制
率 13.8%であった。T. cutaneum に対してのみ B. subtilis 株の抑制率は
78.52%と比較的大きい数値を示したが、TM-I-3 株の T. cutaneum に対
する抑制率の方が 13.34%の差をつけて大きいという結果であった。  
 
2.2.3 125 L の密閉箱を使用した TM-I-3 株の非接触抗真菌作用 
 
密閉箱の体積を 125 L に拡大し、さらに広い空間においても TM-I-3
株の非接触抗真菌作用の効果があるか、検討を行った。 




フである。また Fig. 2-8 はブランクである未含浸パーライトと供試験
資材である TM-I-3 株をそれぞれ共存させた PDA 培地上の各被験真菌
のコロニー数を計測し比較したグラフである。  
Fig. 2-6 の写真から各被験真菌はブランクと共存させた群では PDA
培地上にコロニーが肉眼で確認できるが、TM-I-3 株と共存させた群
ではコロニーが確認できなかった。  
Fig. 2-7 (a) の A. fumigatus のコロニー面積を比較したグラフが示す
ように、A. fumigatus においてはブランクの群と TM-I-3 株の群で有意
な差が見られた (d.f. = 2, p < 0.01) 。一方、Fig. 2-7 (b) の A. 
fumigatus のコロニー面積を比較したグラフが示すように、C. 
cladosporioides においてはブランクの群と TM-I-3 株の群で有意な差
が見られなかった (d.f. = 2, p≧0.05)ものの、p=0.073 と有意傾向
（0.05 < p < 0.1）は見られた 。C. cladosporioides の被験真菌におい
てコロニー面積間の明確な有意差が得られなかったのは、培養時間が
5 日間と短くコロニーの広がりが小さかったこと、C. cladosporioides 
のコロニー1 個ずつが A. fumigatus と比較して小さなものであること
並びにサンプル数が少なかったことが原因と考えられた。よって、次
に各被験真菌のコロニー数を計測し比較を行った。その結果である
Fig.2-8 (a) から A. fumigatus においてはブランクの群と TM-I-3 株の群
で有意な差が見られた (d.f. = 2, p < 0.01) 。また Fig. 2-8 (b) から C. 
cladosporioides においても、ブランクの群と TM-I-3 株の群で有意な
差が見られた (d.f. = 2, p <0.05) 。TM-I-3 株の各被験真菌の抑制率は
















































































































































































































Table 2-4 Growth-inhibitory zone diameters of Blank, TM-I-3, and B. 
subtilis against A. fumigatus, C. cladosporium, P. expansum, and 
T. cutaneum. The inhibitory zone diameter is reported as the 
mean ± SD (N = 3). The diameter in the agar diffusion included 


















Inhibitory diameter (cm) 
A. fumigatus C. cladosporioides  P. expansum T. cutaneum 
Blank 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
TM-I-3 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 































































































































































































































































Fig. 2-5 Differences in the gross areas of colonies of each fungus, which 
were calculated from the images in Fig. 2-4 (N = 3). *p<0.05, 
**p<0.01. (a): A. fumigatus , (b): C. cladosporium , (c) :P. 






B. subt i l is  B. subt i l is  
B. subt i l is  B. subt i l is  
TM-I -3  TM-I -3  
TM-I -3  TM-I -3  
Blank  Blank  
Blank  Blank  
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 A. fumigatus  C. cladosporioides  P. expansum  T. cutaneum  
TM-I-3  88.2  100  99.8  91.9  





Fig. 2-6 Antifungal activity of TM-I-3 without direct contact with two 
fungal strains in 125 L plastic box. “Blank” images are of the 
blank test groups, “TM-I-3” images are of the experimental 





















Fig. 2-7 Differences in the gross areas of colonies of each fungus, which 
were calculated from the images in Fig. 2-6 (N = 3) . Statistical 
siginificance was calculated by t -test. *p<0.05, **p<0.01.  (a): A. 












Fig. 2-8 Differences in colony-forming unit (CFU), which were measured 
from the images in Fig. 2-6 (N = 3). Statistical siginificance was 



















において、同じバチルス属の B. sublitis 株を陰性対照とし、遠隔にお
いて被験真菌の増殖を防ぐことができるか検討し、その結果 TM-I-3
株は 4 種類の被験真菌に対して顕著な抑制を示した。一方、陰性対照
の B. sublitis 株は、T. cutaneum を除く各々の被験真菌に対して増殖抑
制の作用を示さなかった。また、TM-I-3 株と B. sublitis 株の T. 





もなると報告されている［59-61］。さらに、C. cladosporioides  は気管
支喘息の季節性増悪にも関わっていると言われている［58, 60］。TM-I-







用できる可能性がある。また、P. expansum と A. fumigatus は将来の喘





ると言われている［59, 61］。そして Trichosporon 属は日本に多い夏型
過敏性肺炎のアレルゲンとして知られている［60］。今回実験で用いた








非接触抗真菌作用が発揮されるか確認するために 125 L プラスチック
ボックスを作製し、9.5 L プラスチックボックスを用いた試験と同様
の実験を行った。ただし実験装置の脆弱性の問題でプラスチックボッ
クスの上部に PDA 培地を設置できず、下部で SA 培地と並列させる





した場合も抑制効果が期待できる。室内空気 1 m3 あたりには、カビ
が数個から数千個浮遊しており、室内カビ数の衛生基準はないもの
の、一般的に 100 個以下は少なく、1000 個以上であれば多いと言わ
れている［62］。筆者は今回、室内空気 1 m3 あたりに約 200~300 個の
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カビが存在するという想定を行い、これを 125 L プラスチックボック




増殖防止に繋がる可能性がある事が推定された。P. expansum と T. 
cutaneum に関しては時間的制約のため 125 L プラスチックボックスを
用いて実験を実施することができなかったが、実験を行った 2 種類の
被験真菌と同様の結果が予想される。  

















菌作用のメカニズムを解明するため、TM-I-3 株と陰性対照である B. 
subtilis 株が揮散する成分の定性および定量を行い、結果の比較を行っ









TM-I-3 株を普通液体培地 (Table 2-1) にて 32°C で 24～48 時間振盪培
養した微生物培地を作製し、滅菌済みのパーライト粉末に含浸させたも
のを供試験資材とした。また同属の B. subtilis 株を普通液体培地 (Table 
2-1) にて 32°C で 24～48 時間振盪培養した微生物培地を作製し、滅菌済
みのパーライト粉末に含浸させたものを陰性対照とした。 
被験真菌として、A. fumigatus (NBRC 33022)、C. cladosporioides 









3.1.2 培地及び胞子懸濁液の作製  
  
培地は、各被験試験用として PDA 寒天培地  (Nissui Co., Ltd)  (Table 
2-3) を用いた。  
 胞子懸濁液は、各被験真菌を PDA 培地にて 27°C で 1 週間～2 週間培
養した。各被験真菌を培養した PDA 培地上に 15 mL の 0.01% SDS 
(FUJIFILM Wako Pure Chemical Corp.) 入り滅菌生理食塩水を入れて 2 分
間放置した。その後、コンラージ棒で真菌コロニーの表面をこすり胞子
を浮遊させた。その後、得られた真菌液を滅菌脱脂綿にて濾過し、セル






















3.1.3  GC/MS による TM-I-3 株及び B. subtilis 株産生の揮発性成分の定
性分析   
  
2 mL のバイアルに供試験資材である TM-I-3 株含浸パーライト粉末
0.01 g を採取し、バイアルの入り口にシリコンセプタムを取り付け密封
した。シリコンセプタムを通して、固相マイクロ抽出 (Solid-phase 
microextraction [SPME] ) 装置に装着されたニードルを挿入後、ファイバ
ーを気相中に押し出し供試験資材の揮発性成分の吸着を開始した。バイ
アルはブロックヒーターで 37°C、1 時間恒温した。その後、GC 注入口
に注射針に内蔵されたファイバーを押し出して揮発性成分を加熱脱離
し、GC/MS で測定した。GC/MS 条件を Table 3-1 に示す。なお、SPME
吸着材には、膜厚 75 µm の Carboxen/ Polydimethylsiloxane (PDMS) Fused 
silica（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を用いた。ブランクとしては
未含浸パーライト 0.01 g を、陰性対照としては B. subtilis 株を含浸した






Table 3-1 Experimental condition of GC/MS to analyze VOCs emitted from 
TM-I-3 and B. subtilis. 
 
GC system Agilent 6890 inert gas chromatography 
system (Agilent J&W Scientific, Santa 
Clara, CA, USA) 
Column DB-1 (60 m×0.32 mm i.d., 5.0 µm film 
thickness;100% dimethylpolysiloxane) 
(Agilent J&W Scientific) 




The temperature of injection port 250°C 
Oven temperature 40°C hold for 1 min-10 °C/min to 
280°C-280 °C hold for 20 mins. 






3.1.4  GC/MS による TM-I-3 株及び B. subtilis 株産生の有機酸類の定量
分析   
  
容量 180 mL のバイアルに供試験資材である TM-I-3 株含浸パーライト
粉末 1.0 g を採取し、Polytetrafluoroethylene  (PTFE) /シリコンセプタムを取
り付けアルミシールで密封した。このバイアルは 50°C、2 時間恒温し
た。  




石英ウールに吸着した成分を 200°C で加熱して GC/MS 装置に導入し
た。ブランクとしては未含浸パーライト 1.0 g を、陰性対照としては B. 
subtilis 株を含浸したパーライト 1.0 g を採取し同様の条件で分析した。
定量のために、それぞれ目的の標準物質 [酢酸、プロピオン酸、イソ吉
草酸、n-酪酸、イソ酪酸] (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corp.）を
0.01-10.0 mg/L の範囲で適宜濃度を調製し、selected-ion monitoring (SIM) 
分析を行った。標準溶液のクロマトグラムのピーク面積値から検量線を












Table 3-2 Experimental condition of GC/MS to analyze the quantity of organic 
acids emitted from TM-I-3 and B. subtilis. 
 
GC/MS system TRACE GC ULTRA& DSQ II (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)  
Column DB-WAX (30 m×0.25 mm i.d., 0.25 µm 
film thickness;100% polyethylene 
glycol) (Agilent J&W Scientific) 




The temperature of injection port 200°C 
Oven temperature 40°C hold for 2 min-10 °C/min to 
240°C-240 °C hold for 3 mins. 
The detection method GC/MS SIM scan (m/z: acetic acid, 60; 
butyric acid, 73; isobutyric acid, 73; 











3.1.5  GC/MS による TM-I-3 株及び B. subtilis 株産生の芳香族化合物の
定量分析及び経時的な量的変化の評価  
 
 2 mL のバイアルに供試験資材である TM-I-3 株含浸パーライト粉末
0.02 g を採取し、バイアルの入り口にシリコンセプタムを取り付け密封
した検体 (0 時間後) と、同様にして作製したバイアルを 32°C の恒温器





ーを押し出して揮発性成分を加熱脱離し GC/MS で測定した。GC/MS 分
析条件を Table 3-3 に示す。なお、SPME 吸着材には、膜厚 75 µm の
Carboxen/PDMS Fused silica（Sigma-Aldrich）を用いた。ブランクとして
は未含浸パーライト 0.02 g を、陰性対照としては B. subtilis 株を含浸し
たパーライト 0.02 g を採取し同様の条件で分析を行った。ベンズアルデ
ヒド（NACALAI TESQUE, INC.）と安息香酸(FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corp.）の標準物質をメタノール（NACALAI TESQUE, INC.）











Table 3-3 Experimental condition of GC/MS to analyze the quantity of 
benzaldehyde and benzoic acid emitted from TM-I-3 and B. subtilis. 
 
GC/MS system Shimadzu GCMS-QP2010 (SHIMADZU 
corp., Kyoto, Japan) 
Column DB-5ms [30 m×0.25 mm i.d., 0.25 µm 
film thickness; (5% phenyl)-
methylpolysiloxane] (Agilent J&W 
Scientific) 
Constant flow of the helium carrier 
gas  
1.0 mL/min 
Split ratio 10 : 1  
The temperature of injection port 250°C 
Oven temperature 40°C hold for 1 min-10 °C/min to 
280°C-280 °C hold for 20 mins. 












3.1.6 SD (Semantic differential) 法を用いた TM-I-3 株及び B. subtilis 株
から発生するにおいの嗅覚官能評価  
  
 3.1.3 - 3.1.5 における TM-I-3 株及び B. subtilis 株の産生する揮発性物
質の定量結果と各菌株の産生するにおいの官能評価の相関性の有無を確
認するために SD 法を用いた実験を行った［63］。                     
20 mL のバイアルに供試験資材 0.02 g を採取し検体とした。検体 A に
は TM-I-3 株を含浸したパーライト粉末、検体 B には B. subtilis 株を含浸
したパーライト粉末を封入した。においの主観評価を行うパネルとして
正確な嗅覚を有すると認められた成人男女を合計 8 名選定した。  
各検体を 1 回ずつバイアルの口に鼻を近づけにおいを嗅ぎ Table 3-4-1
と Table 3-4-2 に示したように、においの強さを表す臭気強度に関しては
6 段階尺度、においの質を表す快・不快度に関しては 9 段階尺度で評価
を行った。また各においの質に関する記述も行わせた。評価者は検体 A
と検体 B の中身の違いは一切情報を得ていない状態で評価を行った。 

















1 Very faint odor 
2 Faint odor 
3 Easily noticeable odor 
4 Strong odor 
5 Very strong odor 
 
 
Table 3-4-2 9-point odor hedonics scale 
 
odor hedonics 
4 Extremely pleasant 
3 Very pleasant 
2 Pleasant 
1 Slightly pleasant 
0 Neutral 
-1 Slightly unpleasant 
-2 Unpleasant 
-3 Very unpleasant 












n-酪酸、イソ酪酸、ベンズアルデヒド] を、それぞれ滅菌水を用いて 1 
ppm、10 ppm、100 ppm に希釈し濃度調製した。PDA 培地全体に調製し
た被験真菌の A. fumigatus、C. cladsporioides の胞子懸濁液を 100 µL ず
つ塗り広げた。  
 次に滅菌した直径 13 mm のペーパーディスク  (GE Healthcare) を PDA
培地のシャーレの蓋の内側に設置し、その上に各濃度調製した標準溶液
を 100 µL 滴下した。ブランクとして滅菌水を 100 µL 滴下した。寒天気
体法に準じて、Fig. 3-1 のように実験装置を組み立てた。このシャーレ
の蓋をビニールテープで密封し、27°C で 5 日間恒温した。  
5 日後に培地で観察されたコロニー数をカウントし、3 連のコロニー数
の平均値を用いて (2) の式から各濃度の標準品希釈液の各被験真菌の抑
























Fig. 3-1 Schematic presentation of the agar vopor assay［64］  
 
Table 3-5 Classification of the antifungal effects of volatiles in every standard 
solution［65］  
 















3.2 結果  
 
3.2.1  GC/MS による TM-I-3 株及び B. subtilis 株産生の揮発性成分の定
性分析 
  
SPME 法を用いて GC/MS 分析を行い、結果を Table 3-6 と Fig. 3-2 に
示した。TM-I-3 株および B. subtilis 株の揮発性物質は共に各保持時間
10.826 分から 10.846 分の間に酢酸、13.716 分から 13.775 分の間にプロ
ピオン酸、15.693 分から 15.876 分の間にイソ吉草酸、16.386 分から
16.448 分の間に n-酪酸、18.014 分から 18.135 分の間にイソ酪酸、18.338
分から 18.468 分の間に 2-メチル酪酸等の有機酸が検出された。また、
22.273 分から 22.394 分の間にベンズアルデヒド、25.744 分から 25.748
分の間に安息香酸といった芳香族化合物が検出された。TM-I-3 株および
B. subtilis 株は上記の共通した化合物を揮発していることが明らかとな
った。       
また Fig. 3-2 より、TM-I-3 株と B. subtilis 株の TIC には共通して
29.474 分から 29.487 分の間に未同定の揮発性物質が検出された。加え













Table 3-6 Volatile compounds released by TM-I-3 and B. subtilis identified by 
GC-MS. 
 


























Fig. 3-2 GC/MS/TIC of the volatile compounds from emitted from (a) TM-I-3, 




3.2.2 GC/MS による TM-I-3 株及び B. subtilis 株産生の有機酸類と芳香
族化合物の定量分析並びに両菌株の嗅覚官能評価  
 
3.2.1 で同定した TM-I-3 株と B. subtilis 株が揮散する有機酸および芳
香族化合物を選択し定量分析を行ったクロマトグラムを Fig. 3-3、Fig. 3-
4 に示した。これらより算出した各有機酸の濃度を自然対数変換し比較
した結果を Fig. 3-5 に示す。また各芳香族化合物の濃度を比較した結果
を Fig. 3-6 に示す。B. subtilis 株はイソ吉草酸およびイソ酪酸おいて、
TM-I-3 株に比べ約 90 倍～270 倍近い量を揮発していることが明らかに
なった。酢酸、酪酸およびプロピオン酸に関しては、若干ではあるが B. 
subtilis 株の揮散量が多かったものの、各濃度に大きな違いは見られなか
った。ベンズアルデヒドの定量結果に関しては、TM-I-3 株は B. subtilis
株に比べ、約 8 倍以上の濃度を揮発することが示唆された。また安息香
酸の定量結果に関しては、TM-I-3 株は B. subtilis 株に比べ、約 2.7 倍の
濃度を揮発することが示された。 
次に、TM-I-3 株と B. subtilis 株が発する臭気を嗅覚官能評価して確認
した結果を Fig. 3-7-1 と Fig. 3-7-2 に示した。TM-I-3 株の臭気強度は
1.9、B. subtilis 株の臭気強度は 3.6 となり、TM-I-3 株の臭気強度は B. 
subtilis 株の臭気強度に比べて有意に小さかった。これより TM-I-3 株の
においの強さの方が B. subtilis 株のものより弱かったことが推定され
た。TM-I-3 株の快・不快度は-1.0、B. subtilis 株の快・不快度は-2.9 とな
り、TM-I-3 株の快・不快度は B. subtilis 株の快・不快度に比べて有意に









Fig. 3-3 GC/MS/TIC of the volatile acid compounds from emitted from (a) 





















Fig. 3-4 GC/MS/TIC of the volatile aromatic compounds from emitted from (a) 









Fig. 3-5 Natural logarithm of concentrations of volatile acid organic 









Fig. 3-6 Concentrations of volatile aromatic compounds produced by TM-I-3 












Fig. 3-7-1 Result of odor sensory measurement by intensity scale. Statistical  
siginificance was calculated by Mann-Whitney U test. **p<0.01. 
Fig. 3-7-2 Result of odor sensory measurement by odor hedonics scale.           
           Statistical siginificance was calculated by Mann-Whitney U test. 
**p<0.01. 
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3.2.3  TM-I-3 株及び B. subtilis 株産生の芳香族化合物の経時的な量的
変化の評価  
 
Fig. 3-8 のグラフより、TM-I-3 株の産生する揮発性物質において、バ
イアル内のベンズアルデヒドの濃度は 0 時間後から 24 時間後にかけて
0.874 ppm から 2.02 ppm へと約 2.3 倍、安息香酸の濃度は 1.66 ppm から
12.4 ppm へと約 7.4 倍ほど増加した。B. subtilis 株の産生する揮発性物質
において、0 時間後と 24 時間後のバイアル内のベンズアルデヒドの濃度
は双方とも検出はされるが濃度は測定できない痕跡程度であり、安息香
酸の濃度は 0.623 ppm から 0.756 ppm へと 1.2 倍程度増加することが示
された。  
 これらの結果から、TM-I-3 株のベンズアルデヒドや安息香酸の産生量
































Fig. 3-8 Concentrations of volatile aromatic acid compounds produced by TM-







100 ppm、10 ppm、1 ppm に希釈したそれぞれの標準溶液の寒天気体法
による抗真菌活性の評価は Fig. 3-9 に示した。  
Fig. 3-9 (a) は各濃度の標準溶液の A. fumigatus に対する抑制率をスコ
ア化して比較したものである。これより、100 ppm の濃度のベンズアル
デヒドのスコアが 2 を唯一示しており、ベンズアルデヒド標準溶液のみ
が非接触状態で A. fumigatus を 50%〜74%の間の抑制率で抑制する効果
があることが示唆された。  
Fig. 3-9 (b) は各濃度の標準溶液の C. cladosporioides に対する抑制率
をスコア化して比較したものである。100 ppm のベンズアルデヒドのス
コアは 4 を唯一示しており、ベンズアルデヒド標準品希釈液のみが非接
触状態で C. cladosporioides のコロニー形成を 100%抑制する効果がある
ことが推定された。また 100 ppm のプロピオン酸のスコアは 2 を示して
おり、非接触状態で C. cladosporioides の増殖を 50%〜74%の抑制率で抑
制する効果があることが示された。そして 10 ppm、1 ppm のベンズアル
デヒドのスコアは 1 を示しており、C. cladosporioides を 25%〜49%の抑
制率で抑制することが明らかになった。また、同様の効果が 100 ppm の











Fig. 3-9 Inhibition scores for standard solutions of each compound tested at 









た。そして陰性対照である B. subtilis 株の揮発性成分と比較することに
より、起因する物質を特定しやすくした。  




B. subtilis 株と比べて、TM-I-3 株はイソ吉草酸やイソ酪酸などの強い臭
気の成分量の揮散が極めて少なかった。イソ吉草酸やイソ酪酸は一般的
に悪臭に分類されている［66］。嗅覚官能評価においても TM-I-3 株の
















































こととした。今回は居住空間でよく観察される A. fumigatus 及び C. 






TM-I-3 株を普通液体培地 (Table 2-1) にて 32°C で 24～48 時間振盪
培養した微生物培地を作製し、滅菌済みのパーライト粉末に含浸させ
たものを供試験資材とした。 
被験真菌として、 A. fumigatus (NBRC 33022)、 C. cladosporioides 
(NBRC 6348) を用いた。 
 
4.1.2 培地及び胞子懸濁液の作製  
  
培地は、供試験資材用として SA 培地 (Nissui Co., Ltd.)  (Table 2-
2) 、各被験試験用として PDA 培地  (Nissui Co., Ltd.)    (Table 2-3) 
を用いた。  
 胞子懸濁液は、各被験真菌を PDA 培地にて 27°C で 1 週間～2 週間
培養した。各被験真菌を培養した PDA 培地上に 15 mL の 0.01% SDS









6.12 g のポテトデキストロース粉末（Becton, Dickinson and Company）
を 300 mL の精製水に混合し高圧滅菌処理しポテトデキストロース液
体培地（PD 液体培地）とした。PD 液体培地と各試験菌の胞子懸濁液
を 1：1 の割合で混合した。これより PDA 液体培地の濃度は 0.01 g/mL
となり、この溶液を今回の被験真菌培養液とした。  
 PDA 培地を 1 cm 四方に切り取り、Fig. 4-1 のように、この培地片を
プラスチックシャーレの底に 2 枚設置した。設置した培地片に各被験
真菌培養液を 4 箇所にそれぞれ 10 µL ずつ接種した。培地片に火炎滅
菌したカバーグラスを置き、軽く押さえた。また、湿度を保持するた
めに、もう一つ培地片を Fig. 4-1 のように設置した。プラスチックシ
ャーレの蓋を閉め、ビニールテープで蓋の周囲を密閉し、27°C で 7 日
間恒温した。  
 真菌の菌糸成長を観察するため、シャーレを逆さまにし、裏面から
位相差顕微鏡  (Olympus BX63, Olympus corp.) を用いて 24 時間ごとに
デジタル画像を撮影した［72］。デジタル画像から菌糸の長さを cellSens 
Dimension ver. 1.16 と image editing software (Olympus Corp.) を用いて
測定した。平均化のために 48 時間以降の計測したサンプルの菌糸数は
















Fig. 4-1 Set-up of the slide culture for fungal growth monitoring following 
Fujihiro’s method［72］ .  
 
Table 4-1 Sigmoid function of reproducing fungal growth［73］  
 
[Logistic model]  
𝑑𝑁
𝑑𝑡


















4.1.4  TM-I-3 株の被験真菌の増殖挙動に対する阻害ステージの検証  
  
プラスチック製の密閉箱（幅 20.7×奥行 30.0×高さ 9.5 cm; 5.6 L）を
8 個用意し、各密閉箱に No. 0 から No. 7 まで番号を付けた。100 μL の
各被験真菌の胞子懸濁液を満遍なく塗り広げた PDA 培地を全ての密
閉箱の蓋の裏に Fig. 4-2 のように強力両面テープを用いて固定した。
これらの密閉箱を 27°C で 1 週間培養した。Fig. 4-3 のタイムテーブル
に従い、No. 0 の密閉箱には恒温器に入れた直後、No. 1 の密閉箱は恒
温器に入れて 24 時間後、No. 2 の密閉箱は恒温器に入れて 48 時間後、
No. 3 の密閉箱は恒温器に入れて 72 時間後、No. 4 の密閉箱は恒温器に
入れて 96 時間後、No. 5 の密閉箱は恒温器に入れて 120 時間後、No. 6
の密閉箱は恒温器に入れて 144 時間後に、1.0 g の TM-I-3 株を含浸し
たパーライト粉末を乗せ一晩恒温した SA 培地をボックスの底に設置
した。No. 7 の密閉箱のみ TM-I-3 株を置いた SA 培地は入れずに恒温
を続け、これをブランクとした。7 日後の 8 つの密閉箱の PDA 培地上













Fig. 4-2 Structure of the experimental equipment using 5.6 L plastic boxes, 















Fig. 4-3 Timeline of the experimental schedule. The black bar indicates the 
span in which the PDA was in the proximity of TM-I-3, while the 


















4.2.1 菌糸成長観察の結果  
  
位相差顕微鏡による顕微観察から得られた A. fumigatus および C. 
cladsporioides の 2 種類の被験真菌の菌糸成長の時系列写真を Fig. 4-4
に示す。   





また Fig. 4-4 (B) に示すように、C. cladosporioides の胞子も同様
に、24 時間後には胞子の発芽が観察され、48 時間後には菌糸が伸長
している様子が観察された。また 96 時間には新たな胞子が飛散して










値を利用して Logistic 型のモデルパラメータを同定し、Fig. 4-5 に各
増殖曲線を示した。  
 Fig. 4-5 (a)より、A. fumigatus  の菌糸成長は、胞子懸濁液を PDA
培地に塗布してすぐに誘導期に入り、24 時間後には対数増殖期に入




Fig. 4-5 (b) から C. cladosporioides の菌糸成長は胞子懸濁液を PDA
培地に塗布して徐々に誘導期に入り、24 時間後過ぎた頃から対数増





4.2.3  TM-I-3 株の被験真菌の増殖挙動に対する阻害ステージの検証  
 
Fig. 4-6 (a) から A. fumigatus のコロニー面積は胞子を PDA 培地に
塗布してすぐに TM-I-3 株と共存させた No. 0 の箱では 1 週間後のコ
ロニー面積の平均値は 3.215 cm2 となっている。一方、PDA 培地に塗
布して 24 時間後に TM-I-3 株と共存させた No. 1 の箱では 1 週間後の
コロニー面積の平均値は 5.575 cm2 と No. 0 の箱に比べて 1.7 倍以上の
コロニー成長をしている。さらに、PDA 培地に塗布して 48 時間後に
TM-I-3 株と共存させた No. 2 の箱では 1 週間後のコロニー面積の平均
値は 10.68 cm2 と No. 0 の箱に比べて 3.5 倍以上のコロニー成長をして
いる。これより、TM-I-3 株は A. fumigatus の胞子を PDA 培地に塗布
しておよそ 24 時間の間の成長過程を最も阻害している可能性が高い
ことが示唆された。  
Fig. 4-6 (b) から C. cladosporioides のコロニー面積は胞子を PDA 培
地に塗布してすぐに TM-I-3 株と共存させた No. 0 の箱では 1 週間後
のコロニー面積の平均値は 1.648 cm2 となっている。一方、PDA 培地
に塗布して 24 時間後に TM-I-3 株と共存させた No. 1 の箱では 1 週間
後のコロニー面積の平均値は 8.285 cm2 と No. 0 の箱に比べて 5 倍以
上のコロニー成長をしている。さらに、PDA 培地に塗布して 48 時間
後に TM-I-3 株と共存させた No. 2 の箱では 1 週間後のコロニー面積
の平均値は 16.72 cm2 と No. 0 の箱に比べて 10 倍以上のコロニー成長
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(a)  A. fumigatus  
(b) C. cladosporioides  
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fumigatus と  C. cladosporioides の両方に共通する特徴が一点あげられ
る。それは、各胞子懸濁液を PDA 培地に接種して 24 時間以内の成長
過程を TM-I-3 株は最も阻害していることが 4.1.4 の実験結果より推定













































の試験においては、TM-I-3 株は、A. fumigatus、C. cladosporioides、P. 
expansum、T. cutaneum の真菌増殖に対して著しい抑制を示した。一方、
同属の B. subtilis 株は A. fumigatus、C. cladosporioides、P. expansum に
対して真菌増殖抑制は示さず、T. cutaneum に対してのみ若干の抑制を
示した。A. fumigatus、T. cutaneum の被験真菌は特に深在性及び表在性






これらの結果を受け、B. subtilis 株を陰性対照とし、TM-I-3 株と B. 
subtilis 株が揮散する成分を GC/MS にて定性分析を行ったところ、TM-
I-3 株と B. subtilis 株は共通の揮発性成分を産生していた。TM-I-3 株と
B. subtilis 株の間で揮発性成分に関して明確な差が見られなかったた
め、続いて GC/MS を用いて TM-I-3 株と B. subtilis 株の揮発性成分の
定量を行った。これより TM-I-3 株は B. subtilis 株が産生するベンズア
ルデヒドの約 8 倍以上、安息香酸の約 2.7 倍の濃度を産生しており、
これらの物質が TM-I-3 株の非接触抗真菌作用のメカニズムに大きく
















 これまでの先行研究は［22, 75-77］、Bacillus 属の特性を植物の病原
真菌に対して適応してきた例は多かったものの、ヒトや動物に対する
病原真菌を評価した研究は非常に少ない。またシャーレや試験管内の
非常に狭い空間における in vitro 実験が主であったため、実際の環境に
対する適応に関しては、最後まで疑問が生じる研究が多くあった。本
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